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ИЗПОЛЗВАНИ СЪКРАЩЕНИЯ НА КИРИЛИЦА 
 
OСТ Оптична кохерентна томография 
УЗ Ултразвук  
BCVA Best corrected visual acuity (най-добра зрителна острота с 
корекция) 
D Диоптър  
LASIK Laser in situ keratomileusis 
LED Light emitting diode 
LSCM Laser scanning confocal microscope (лазер сканиращ 
конфокален микроскоп) 
Mhz Мегахерц  (Hertz) 
mm Милиметър  
NBD Плътност на разклоненията 
NFD Плътност на нервните фибри 
NFL Дължина на корнеалните нерви 
nm Нанометър  
PRK Фоторефрактивна кератектомия 
SNP Суббазален нервен сплит 
SSCM Slit  scanning confocal microscope (слит сканиращ конфокален 
микроскоп) 
TSCM Tandem  scanning confocal microscopy (тандем сканиращ 
конфокалeн микроскоп) 
UBM Ултразвукова  биомикроскопия 
λ Дължина на вълната  
µm Микрометър  
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УВОД 
 
Роговицата е  структура, характеризираща се с гладкост, лъскавост и 
прозрачност. Тя заема предния полюс на очната ябълка и е основен пречупващ 
елемент на окото – 42-45Д. Все още изследването на роговицата представлява 
предизвикателство за офталмолозите и има значително диагностично и 
прогностично значение по отношение на различните по степен инвазивни 
процедури, като корекция с контактни лещи, рефрактивна хирургия, 
катарактална хирургия и не на последно място витреоретинална хирургия. 
Лазер сканираща конфокална микроскопия дава възможност за детайлно 
изучаване на живи клетки и сравняването им в норма и патология, както и 
сравняването им с конвеционални образи от фиксирани тъкани и дава 
възможност за наблюдаването и проследяването на клетъчните структури във 
времето. Настоящия научен труд е посветен на морфометричния анализ на 
роговицата в норма и патология с цел оценка на роговичната архитектоника и 
морфология със свойства, подобни на предоставените от конвенционалната 
хистопатология, без инвазивна подготовката и необходимостта от биопсия. 
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ЦЕЛ И ЗАДАЧИ 
 
Цел на изследването: 
 Да се направи проспективен  ин виво микроструктурен качествен и 
количествен  анализ на роговицата при здрави индивиди в България с цел да 
се създаде стандарт за ин виво лазер сканираща конфокална микроскопия  в 
България и на тази база да се направи качествен и количествен анализ на 
роговица при пациенти с диабет с  и без очни  усложнения. 
 
Задачи: 
За постигането на посочената цел си поставихме следните задачи: 
 Да се  извърши  конфокална микроскопия  на клинично здрави субекти от 
Североизточна България с цел натрупване на базова информация. 
 Да се направи оценка на корнеалната дебелина чрез конфокална микроскопия 
на живо, като се използва за сравнение ултразвукова пахиметрия. 
 Да се анализират получените резултати –качествен и количествен 
микроструктурен анализ. 
 Да се направи морфометричен качествен и количествен анализ на роговица 
при диабетно болни. 
 Да се направи оценка на корнеална дебелина при диабетно болни. 
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МАТЕРИАЛИ И МЕТОДИ 
 
За да се направи ин виво микроструктурен качествен и количествен анализ 
на роговицата при здрави индивиди (проспективно проучване), и да се създаде 
стандарт за ин виво лазер сканираща конфокална микроскопия в България, бяха 
селектирани 120 очи без корнеална патология на различна възраст. Критерии за 
включване в проучването са: да са клинично здрави, без предхождащо очно 
хирургично или лазерно лечение. 
Всички пациенти, които имат метаболитно заболяване или имат 
анамнестични данни за носене на контактни лещи или очна травма, са 
изключени от проучването. 
Средната възраст на субектите е 52±2,9 год., като 33 са жени и 27 са мъже. 
На всички предварително бяха раздадени информационни брошури за 
същността на изследването и всеки субект даде информирано съгласие за 
участие (Приложение 1). 
Всички субекти са изследвани клинично, след което е направена 
конфокална микроскопия на роговицата и ултразвукова пахиметрия на двете 
очи.  
Субектите бяха разделени на три групи в зависимост от тяхната възраст. 
Първата група са 52 очи от 26 субекти на възраст от 20 – 26 години. В тази 
група се включиха активно студенти по хуманна и дентална медицина към МУ – 
Варна. От тях 50% от субектите бяха от женски пол и 50% от мъжки пол.  
Втората група са 48 очи от 24 субекти на възраст от 26 – 47 години – 
здрави, активно работещи;54% от субектите са жени и останалите 46% са мъже. 
Пациентите бяха подбрани на случаен принцип от скринингови програми и 
профилактични прегледи на зрението. Всички пациенти са клинично здрави, без 
субективни или обективни данни за хипертония или диабет от първи или втори 
тип към деня на изследването. 
Третата група пациенти е представена само от 10 пациенти (20 очи) на 
възраст 50 – 65 години, поради трудността да се селектират пациенти без 
системни заболявания и без наличие на каквато и да е корнеална клиника, 
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включително сенилен аркус, крокодилски шагрен и различни степени на сухо 
око. От тях 5 от субектите в тази група са от женски пол и 5 от мъжки пол. 
Всички субекти са преминали предварително пълен очен преглед, 
включващ детайлна анамнеза, определяне на зрителната острота с необходимата 
корекция, биомикроскопия. Проведеното биомикроскопско наблюдение е 
последователно на ниско и на високо увеличение, пахиметрия, тонометрия и 
офталмоскопия (Приложение 2). 
Всеки пациент в тази научна разработка е изследван двуочно с Heidelberg 
Retinal Tomograph III с Rostock Cornea Module (HRT3-RCM) от Heidelberg 
engineering GmbH, Heidelberg, Germany. 
 Всеки участник от всяка група е информиран подробно за целта на 
проучването и са инструктирани за няколкократни пълни премигвания 
непосредствено преди извършване на всяко от изследванията. 
На четирима от субектите от третата група изображенията от конфокалната 
микроскопия се анализираха само на едното око, поради наличие на предходна 
катарактална хирургия и риск от опорочаване на резултатите. 
За оценка на роговицата при диабетно болни се направи анализ на субекти, 
разделени в три групи. 
Първата група са 60 пациенти/120 очи без клинични и лабораторни данни 
за диабет (33 са жени и 27 са мъже на средна възраст 52±2,9 год., между 22 – 70-
годишна възраст).  
Втората група пациенти са с диабет с давност по голяма от 5 години, но без 
клинични данни за диабетна ретинопатия и невропатия – 25 субекти/50 очи (13 
жени и 12 мъже на средна възраст 43.4±2.1 години, между 22 – 65-годишна 
възраст).  
Третата група пациенти са с диабет и диабетна ретинопатия – 25 субекти/50 
очи (10 жени, 15 мъже; средна възраст 57.9±2.6 години, между 32 – 70-годишна 
възраст). 
На всички пациенти се раздадоха листовки за информирано съгласие. Субек-
тите попълниха протокол, включващ възраст, пол, давност на диабет, вид диабет, 
наличие на усложнения, субективни усещания за полиневропатия, давност на 
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диабетната ретинопатия, вид на диабетната ретинопатия (Приложение 3). 
 
Методика на конфокалната микроскопия 
Конфокалната микроскопия на роговицата е  техника, която доскоро е била 
използвана предимно в клинични проучвания. В последните години се 
наблюдава тенденция за масово приложение и в клиничната практика. 
Основното предимство на лазер сканиращия конфокален микроскоп 
(Heidelberg Retina томограф II Рощок роговицата Module (HRTII) (Heidelberg, 
Германия) е способността за изображения на тънки слоеве (до 10 µm) от 
роговицата. Предимствата на лазерния микроскоп са, че е с по-голяма резолюция 
и не зависи от прозрачността на роговицата. Компактна технология с прецизна z-
локализация, която сканира малки полета. 
Катедра „Очни болести и зрителни науки“ разполага с първия в България 
ин виво лазер сканиращ конфокален микроскоп Heidelberg Retinal Tomograph 3 с 
Rostock Cornea Module (HRT3-RCM) от Heidelberg Engineering. HRT3-RCM лазер 
сканиращата система се състои от точково сканиращ диоден лазер с дължина на 
вълната 670 nm с хоризонтално поставена оптика за осигуряване на достъп до 
роговицата на субект в седнало положение. Лещата на обектива е имерсионна с 
висока цифрена апертура – 63x/0.95 NA, Zeiss, върху която се поставя стерилна 
пластмасова шапка Tomo-Cap. Между Tomo-Cap и обектива се поставя 
имерсионен гел (Corneregel, Bausch&Lomb GmbH, Germany) с подходящ 
рефрактивен индекс.  
Други технически характеристики включват:  
1.  Увеличение на екрана: 300X  
2.  Размер на снимката: 384 х 384 pixels, еквивалентно на 400 X 400 µm  
3.  Оптична разделителна способност: странична 2 µm, дълбочинна 4 µm  
4.  Трансверзална резолюция: приблизително 1 µm/pixel  
5.  Време за заснимане: 24 msec. 
Всяко изследване с конфокална микроскопия на живо се състои от един или 
няколко скана, като всеки скан представлява 100 последователни изображения, 
получени с избрана скорост – от 1 до 30 кадъра в секунда (frames/sec).  
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По време на сканирането (което продължава от 3.3 до 100 секунди) 
изследващият мануално наглася позицията на обектива в референтна равнина, 
паралелна на роговичната повърхност. Допълнително екзаминаторът ръчно 
променя и дълбочината на фокуса в аксиална посока. Диапазонът на дълбочина е 
приблизително 1200 µm, достатъчно широк за изследване на човешката роговица 
в цялата дебелина. По този начин е възможно да се изобрази на живо целият 
обем на роговицата.  
На практика достъпът до периферните участъци на роговицата се 
осъществява чрез ръчно поставяне на подвижна светлинна фиксационна марка, 
към която пациентът е инструктиран да гледа. Получените изображения 
представляват зрително поле с размери 300 х 300 µm или 400 х 400 µm в 
зависимост от параметрите на избраната сменяема леща на обектива, която е 
сменяема. Латералната резолюция е около 1 – 2 µm, но може да е и субмикронна, 
в зависимост от контраста. Аксиалната резолюция е около 4 µm. Всяко 
изследване се осъществява след топикална анестезия с една капка Alcain 
(проксиметокоинов хидрохлорид 0,5% Алкон България ЕООД, България) и 
използване на карбомер като имерсия корнерегел 5% (Притежател на 
разрешението за употреба: Dr. Gerhard Mann Chem.-Phar. Fabrik GmbH, 
Brunsbuetteler Damm 165 – 173, 13581 Berlin, Germany) между чашка TomoCap® 
за еднократна употреба и наконечник. TomoCap e направен 
полиметилметакрилат (PMMA) и се използва за еднократно приложение с цел 
протекция от инфекции. Като PMMA материал има висок рефрактивен индекс n1 
= 1.490, което като се насложи над рефрактивния индекс на корнеята, по 
законите на Снелиус ще увеличи резолюцията и подобри контраста, и намалява 
рефлексите от интерфейса. Точното перпендикулярно положение на роговицата 
се контролира от цветна камера.  
Конфокалният микроскоп има компактна структура, което улеснява 
използването му. 
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Фиг. 1. Снимка на in vivo 
конфокален микроскоп Heidelberg 
Retinal Tomograph 3 с Rostock 
Cornea Module (HRT3-RCM) от  
Heidelberg Engineering – подготовка 
за изследване 
 
Изследователят има възможност и ръчно да прецизира позицията на 
лазерния рефлекс чрез вертикална и хоризонтална корекция. В резултат на това 
се визуализират само клетките в една равнина, успоредни на повърхността. 
Контактната техника гарантира фиксирана дистанция между микроскопа и 
корнеята и прецизност при анализ на клетките в еднаква дълбочина. 
Пациентът се наглася срещу апарата така, че брадата и челото му да са 
позиционирани в съответните опорни точки на апарата. Камерата се ориентира 
към пациента с помощта на компютърната настройка. Обективът на микроскопа 
се доближава до окото, докато постигне контакт с очната повърхност. Позицията 
на окото се наблюдава чрез страничната камера. Пациентът се инструктира да се 
фиксира върху външната фиксационна представка с окото, което не се изследва 
в момента. 
 
 
Фиг. 2. Снимка, изобразяваща 
позиционирането на пациента 
при  in vivo на конфокална 
микроскопия 
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Компактният размер на микроскопската глава позволява контралатералното 
око на индивида да не се закрива и възпрепятства погледът. Камерата се 
премества към пациента, на разстояние 5 – 10 мм от роговицата. С помощта на 
ръкохватките за фина настройка на микроскопа обективът се поставя в 
централната част на роговицата или върху друго поле, обект на наблюдение. На 
този етап може да се провери дали червената светлина от лазера е точно в 
центъра на роговицата, или да се наблюдава отражението на лазерния лъч от 
роговицата, което се вижда в образа на страничната камера. По аналогичен 
начин се осъществява и фокусиране върху друга област от предния очен сегмент, 
която представлява обект на интерес.  
Извършват се до 20 скана на всяко око (до 2000 единични изображения за 
едно око), като всяко изследване продължава от 5 до 15 минути. Пациентът не 
изпитва болка, а за дискомфорт се съобщава изключително рядко. Обичайно се 
прилага скорост на заснемане от 8 изображения в секунда. Клетките на 
роговицата може да бъдат анализирани количествено с полуавтоматичния 
вграден софтуер на апарата. Методиката е неинвазивна, контактна и позволява за 
30 секунди да се заснемат 300 последователни изображения, което дава 
възможност за детайлизиран микроструктурен анализ на роговицата във 
всичките ѝ клетъчни слоеве, включително епителни клетки (повърхностни, в 
средните слоеве и базален епител), нервен плексус, стромата в различна 
дълбочина и типизация на различните видове кератоцити, ендотелни клетки и 
клетки на имунната система. 
От изключителна важност за прецизен анализ на резултатите е създаването на 
стандарт за оценка – базиран на големината на изображението и дълбочината на 
отделните сканове. Площта на полетата при количествения анализ също може да е 
причина за по-голямо стандартно отклонение. За да се избегне значителна 
статистическа грешка, се разработи стандарт за площ на полето. 
За оразмеряване на изображенията и намаляване до минимум на грешките 
се задават предварителна големина на площта на полето, в което се извършва 
последващият морфометричен микроструктурен анализ. 
Предимството на лазерния конфокален микроскоп, че дава по-голяма 
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резолюция на скана, не зависи от прозрачността на роговицата и се ползва както 
при норма, така и при патологични промени. По-компактен е, има прецизна Z-
локализация. Може да се използва за визуализация на малки полета. Използва се за 
описание и диференциация на наблюдаваните структури. Масово навлиза в 
практиката за уточняване на диагнозата и оценка на прогнозата. Дава възможност 
за проследяване във времето на различните клинични случаи и тяхното динамично 
сравнение.  
 
 
Фиг. 3. Схема на конфокален микроскоп, демонстриращ принцип на работа 
 
Режим на работа  
 Конфокалният микроскоп има 4 основни режима на работа: 
 Разделно сканиране 
 Множество изображения 
 Филм файл  
 Обемно 3Д изображение  
Това дава възможност за локализирано сканиране на прицелното поле в 
различна дълбочина и блокиране на разсеяната светлина. Да се направят 
поредица от изображения на съседни структури. 
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Анализът се осъществява от фабрична софтуерна програма, която дава 
възможност за мануално коригиране на големината на полето, дълбочина на 
изображението, както и мануално изброяване на клетките. При изброяването на 
клетките се включват всички цели клетки, които са представени в измерваното 
поле, както и части от клетки от две взаимно перпендикулярни страни.  
 
 
Фиг. 4. Снимка, изобразяваща софтуер за мануално изброяване на клетки 
 
Статистически анализ 
Статистическият анализ се направи с Excel Microsoft Excel, версия 2003, 
(Microsoft Inc, Redmond WA) и стандартна програма за статистически анализ със 
стандартно отклонение. Като статистически значими са приети всички 
стойности с Р < 0,05. Морфометрична оценка на клетките се извърши 
посредством качествен и количествен анализ. 
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РЕЗУЛТАТИ  
 
Роговичната микроструктура в норма беше оценена с помощта на лазер 
сканиращата конфокална микроскопия на живо, Heidelberg Retina Tomograph III 
Rostock Cornea Module (HRT3-RCM). Бяха изследвани роговиците на 60 
възрастни индивиди, всеки изследван двуочно, общо 120 очи. Средната възраст 
на участниците е 52±2,9 год., като 33 са жени със средна възраст 37±2 и 27 са 
мъже – 35±3 години. Пациентите са разделени в три групи в зависимост от 
възрастта си (табл. 1). 
 
Табл. 1. Разпределение на субектите по възрастови групи  
Група Възраст Жени Мъже 
Първа група 20 – 26 г. 50 %  50 %  
Втора група 26 – 47 г. 70 %  30 %  
Трета група 50 – 65 г. 50 %  50 %  
 
Първа група: субекти на възраст между 20 – 26 години – 26 субекти/52 очи, 
като от тях 50% са жени и 50% мъже. 
Втора група: субекти на възраст между 26 – 47 години – 24 субекти/48 очи, 
като от тях 14 са жени и 8 са мъже. 
Трета група: субекти на възраст между 50 – 67 години – 10 субекти/20 очи, 
като от тях 50% са жени и 50% мъже. 
Съотношението на субектите по пол е представено на фиг. 5. 
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Фиг. 5. Съотношение мъже и жени, участващи в проучването: 1. жени; 2. мъже 
 
На всички субекти в проучването е изчислена корнеалната дебелина и е 
направен квантитативен и квалитативен микроструктурен анализ с цел да се 
установят нормалните характеристики на роговицата на популацията.  
Демографските характеристики на изследваната популация са представени 
в табл. 2. 
Табл. 2. Характеристики на субектите, включени в проучването 
Възраст 52 г. ± 2,9 г. 
Женски пол 33 
Мъжки пол 27 
Етническа принадлежност 
1. Българи 
2. Етническо малцинство 
* Роми 
* Турски произход 
 
39 
11 
3 
7 
 
Качествен и количествен анализ на роговицата 
За всички пациенти оценка на базалния епител се направи при средна площ 
0.0254±11 mm
2
 и дълбочина 50 µm. 
0
5
10
15
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25
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35
1 2
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Стромата се раздели на предна, средна и задна строма. Със средна големина 
съответно предна строма 100 – 150 µm и големина на полето 0.0382±32 mm2, 
средна строма 250 – 300 µm и големина на полето 0.0415±10 mm2 и задна строма 
450 – 500 µm и поле с размер 0.0355±11mm2. Средната дълбочина за 
визуализиране на ендотел при изследваните субекти е 550 – 670 µm и анализ се 
извърши при площ на полето 0.0149±12 mm2, както се вижда на табл. 3 и фиг. 6. 
 
Табл. 3. Стандартизация – морфометричен анализ на корнея, дълбочина на 
скан/площ на поле 
Роговична локализация Дълбочина на скан Площ на полето 
Епител 50 µm 0.0254±11 mm2 
Предна строма 100 – 150 µm 0.0382±32 mm2 
Средна строма 250 – 300 µm 0.0415±10 mm2 
Задна строма 450 – 500 µm 0.0355±11 mm2 
Ендотел 550 – 670 µm 0.0149±12mm2 
 
 
 
Фиг. 6. Площ на поле 
и методика за  
количествен анализ 
на изображенията 
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Качествен анализ 
 
Слъзен филм 
Слъзният филм изглежда като сиво неспецифично изображение без видими 
клетки. Понякога могат да се наблюдават сухи петна, което се визуализира като 
различна степен на хипорефлективност.  
 
 
Фиг. 7. Снимка на конфокална 
микроскопия на  слъзен филм в норма 
 
Роговичен епител 
Качественият анализ на роговичния епител показа наличие на три вида 
клетки – повърхностни, криловидни и клетки на базалния епител.  
Повърхностните епителни клетки са с добре очертани светли граници и 
малки тъмни заоблени ядра и тъмна цитоплазма. Формата им е полигонална. В 
дълбочина клетките загубват ясните граници на ядрата си и постепенно стават 
невидими. Клетките, на които предстои десквамация, се характеризират с 
високорефлективна цитоплазма, в центъра на която има светло сегментирано 
ядро с тъмен перинуклеарен пръстен.  
Криловидните клетки се намират в средните отдели на епитела. 
Характеризират се със светли граници и тъмна цитоплазма. Трудно се 
различават ядра.  
Базалните клетки се визуализират като многоъгълни, със светли граници и с 
тъмна цитоплазма. За разлика от повърхностните клетки, тук ядра не се 
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визуализират. Както при криловидните клетки, и тук вариации се наблюдават в 
размера и формата (фиг. 8).  
 
 
Фиг. 8. Конфокална микроскопия на роговичен епител: 1. повърхностни клетки, 
2. криловидни клетки, 3. базални клетки 
 
Слой на Бауман 
Баумановият слой не се визуализира в нормална корнея. 
 
Нервни влакна в суббазалния процес 
Конфокалната микроскопия на нервните влакна се визуализира като 
дебели, почти изпънати хиперрефлективни структури. Суббазалните роговични 
нерви прилежат към базалния епител и са със средно изразена рефлективност, 
обикновено имат прав ход. Ясно видими са и имат добре отграничени граници. 
На конфокална микроскопия на живо при картографиране на нервите от 
суббазалния нервен плексус може да се формира картината на „завихряне“, 
което има центростремително движение.  
В предната строма, непосредствено под Баумановия слой, нервните 
влакна се разграничават на три различни подвида. Част от тях не преминат 
Баумановия слой, а се разполагат под него и образуват субепителния слой. 
Други, следвайки перпендикулярен курс, пенентрират Баумановия слой, като 
дават клончета точно преди да инвазират слоя. След пенетрацията тези 
снопчета отново променят посоката си на 90 градуса и се насочват към 
базалния епителен слой, формирайки базален епителен плексус, като дават 
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множество клончета за корнеална повърхност. Те обикновено се разполагат 
паралелно един на друг и оформят У- или Т-форма. Често те имат гранулации, 
които наподобяват низ от перли и по-рядко се наблюдава гладка повърхност. 
Възможно е да се наблюдава разклонение на едно по-плътно влакно на две по-
тънки, които след време отново се събират в едно влакно. Наблюдавани са и 
фини флакна като връзка между отделните клончета (Фигура 9).  
 
 
Фиг. 9. Изображение на 
суббазален нервен плексус в  
различни възрасти с in vivo 
конфокален микроскоп: 
1. мъж на 25 години, 2. мъж 
на 65 години 
 
Строма 
При качествения анализ на стромата се различават три нива –предна, 
средна и задна строма, които имат различни характеристики. 
Кератоцитите са със светли ядра и тъмна цитоплазма. Ядрата на 
кератоцитите в предната строма са по-малки и по-елипсовидни в сравнение с 
тези на по-задните отдели, които са по-големи и по-елонгирани. На дълбочина 
около 100 µm, непосредствено след Баумановата мембрана, се наблюдава една 
субпопулация кератоцити с гранулираност и с цитоплазмени израстъци. 
Стромалните роговични нерви също се визуализират при конфокална 
микроскопия като хиперрефлективни структури – с ясни граници и прав ход. 
Стромалните нерви се намират в близост до кератоцитите. В дълбочина на 
стромата те се редуцират и изчезват. 
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Фиг. 10. Изображение на роговична строма с конфокален микроскоп:  
1. предна строма; 2. задна строма; 3. стромални нервни влакна 
 
Десцеметова мембрана 
Десцеметовата мембрана не се визуализира при нормални роговици. 
 
Ендотел 
С конфокален микроскоп ендотел се визуализира като полигонални клетки 
със светла цитоплазма и тъмни граници. Клетъчни ядра не се визуализират. 
Наличието на видими клетъчни ядра е белег за страдание на ендотела и 
персистиране на болестен процес. 
 
 
Фиг. 11. Изображение на роговичен ендотел с конфокален микроскоп: 
1. ендотел при здрава роговица; 2. полимегатизъм;  
3. плеоморфизъм;  
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При изследванията на ендотела сравнително често се наблюдават 
нежелани апланационни артефакти, които могат да бъдат избегнати чрез 
дозирано и контролирано намаляване на апланационното налягане при 
изследването на роговицата. Нито едно от крайно анализираните изображения 
няма резидуални апланационни стрии. 
 
Количествен анализ 
 
Епител 
Квантитативният анализ на роговичния епител дава възможност да се 
определи броят на клетките в дадено поле, големината на клетките и техният 
диаметър. Направен е количествен анализ на повърхностен епител и базален 
епител. Големината на повърхностните епителни клетки е средно 40 – 50 µm в 
диаметър и около 5 µm дебелина. Анализът установи, че броят на 
повърхностните клетки в корнеалния епител средно е 2241±224 кл/mm2. При 
субекти на възраст между 20 – 26 години средната плътност на повърхностните 
клетки е 2368±124 кл/mm2. При втората група на възраст между 26 – 47 години 
броят на клетките е 2221±124 кл/mm2, докато при групата със субекти на възраст 
между 50 – 67 години броят на повърхностните клетки е 2132±324 кл/mm2. Не се 
наблюдават статистически значими разлики в отделните възрастови групи. 
 
Табл. 4. Среден брой повърхностни епителни клетки при отделните възрастови 
групи 
Възраст Брой повърхностни епителни клетки 
Първа група 20 – 26 г. 2368±124 кл/mm
2 
Втора група 26 – 47 г. 2221±124 кл/mm
2 
Трета група 50 – 67 г. 2132±324 кл/mm
2 
 
Средната големина на базалните клетки е 10 – 15 микрона в диаметър. 
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Анализът на базалния епител установи, че средният брой на клетките е 
6040±33 кл/mm2 на дълбочина 50 µm в централаната част на роговицата. При 
субекти на възраст между 20 – 26 години средната плътност на базалните 
клетки е 6468±41 кл/mm2. 
При втората група на възраст между 26 – 47 години броят на клетките е 
6021±12 кл/mm2, докато при групата със субекти на възраст между 50 – 67 
години броят на базалните клетки е 5632±32 кл/mm2. Не се наблюдават 
статистически значими разлики в отделните възрастови групи. 
 
Табл. 5. Среден брой на клетки от базален епител при отделните възрастови групи 
Възраст Брои клетки в базален епител 
Първа група 20 – 26 г. 6468±41 кл/mm2 
Втора група 26 – 47 г. 6021±12 кл/mm2 
Трета група 50 – 67 г. 5632±32 кл/mm2 
 
Суббазален нервен плексус 
Оценката на суббазалния нервен плексус се направи посредством поредица 
от изображения с конфокален микроскоп на централната роговица в една 
равнина.  
Количествената оценката на суббазалния нервен плексус включва: 
дължина на корнеалните нерви (NFL)  
плътност на нервните фибри (NFD) 
плътност на разклоненията (NBD) 
При първата група средната дължина на корнеалните нерви е 45.60±4.47 
mm/mm
2, като се измери различна плътност на нервните фибри и техните 
разклонения съответно 25.38±2.99 Р mm/mm2 и 11.21±0.88 mm/mm2. 
 
Строма 
Плътността на кератоцитите се изчисли, като роговичната строма се 
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раздели на три части – предна, средна и задна. Средната плътност на 
кератоцитите в предната строма е 364±23 кл/mm2. При оценка на средната 
строма за всички субекти се взе под внимание еднаква дълбочина на срез 250 – 
300 µm. Плътност на кератоцитите в средната строма – 343±18 кл/mm2. Броят на 
кератоцитите в задната строма е 313±27 кл/mm2. Броят на кератоцитите е 
различен в различните слоеве на роговицата, като в дълбочина броят им 
намалява пропорционално. 
 
 
Фиг. 12. Графично изобразяване на намаляването на броя на кератоцитите в 
дълбочина на стромата 
 
Ендотел 
При количествения анализ на ендотелните клетки на роговицата при здрави 
субекти се установи, че средният брой клетки за популацията е 2996±34 кл/mm2. 
При субекти на възраст между 20 – 26 години средната плътност на 
ендотелните клетки е 3168±19 кл/mm2. При втората група на възраст между 26 – 47 
години броят на клетките е 2978±22 кл/mm2, докато при групата със субекти на 
възраст между 50 – 67 години броят на ендотелните клетки е 2873±32 кл/mm2 
(Табл. 6). 
Анализът показва, че с напредване на възрастта броят на клетките 
прогресивно намалява. Ендотелната плътност е по-голяма при жените. Броят 
им е 3056±5 кл/mm2, докато при мъжете е редуциран до 2900±11 кл/mm2. 
 
280
300
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380
1 2 3предна  строма средна строма задна строма
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Табл. 6. Ендотелна плътност при отделните възрастови групи 
Възрастова група Ендотелна плътност  
Първа група 20 – 26 г. 3168±19 кл/mm2 
Втора група 26 – 47 г. 2978±22 кл/mm2 
Трета група 50 – 67 г.  2873±32 кл/mm2  
 
Морфометричен анализ по възраст и пол 
Направи се допълнителен морфометричен анализ на клетките послойно с 
цел установяване различия между двата пола. 
Първа група: 26 очи на 13 субекти от женски пол на възраст между 20 – 26 
години. Квантитативният анализ на базалния епител показва плътност 6567±12 
кл/mm2. Средната плътност на кератоцитите в предната строма е 368±12 
кл/mm2, с лека редукция на кератоцитите в средната строма 357±12 кл/mm2. 
Броят на кератоцитите в задната строма е 333±20 кл/mm2. При мъжете 
морфометричният анализ не показа статистически значими разлики в броя на 
клетките в отделните слоеве. Броят на клетките в базалния епител е 6369±16 
кл/mm2. Средната плътност на кератоцитите в предната строма е 359±22 
кл/mm2. Плътността на кератоцитите в средната строма е 334±32 кл/mm2. Броят 
на кератоцитите в задната строма е редуциран до 321±20 кл/mm2. 
Втора група: 14 очи от женски пол на възраст между 26 – 47 години. 
Квантитативният анализ на базалния епител е 6025±12 кл/mm2. Средната плътност 
на кератоцитите в предната строма е 343±13 кл/mm2 . Плътността на кератоцитите 
в средната строма – 349±16 кл/mm2. Броят на кератоцитите в задната строма – 
323±17 кл/mm2. При сравнителния анализ броят на клетките при мъжете не показва 
статистически значими разлики с броя на клетките при жените в тази възрастова 
група. Броят на клетките в базалния епител е 6010±05 кл/mm2. Средната плътност 
на кератоцитите в предната строма е 331±30 кл/mm2. Плътността на кератоцитите в 
средната строма е 314±12 кл/mm2. Броят на кератоцитите в задната строма е 
321±24 кл/mm2. 
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Табл. 7. Количествен анализ на епител и строма при отделни възрастови групи 
при двата пола 
Слой на роговицата Брой клетки при жени Брой клетки при мъже 
Първа група 
Базален епител 6567±12 кл/mm2 6369±16 кл/mm2 
Предна строма  368±12 кл./mm2 359±22 кл/mm2 
Средна строма  357±12 кл/mm2 334±32 кл/mm2 
Задна строма 333±20 кл/mm2 321±20 кл/mm2 
 Втора група 
Базален епител 6025±12 кл/mm2 6010±05 кл/mm2 
Предна строма  343±13 кл/mm2  331±30 кл/mm2 
Средна строма  349±16 кл/mm2 314±12 кл/mm2 
Задна строма 323±17 кл/mm2 321±24 кл/mm2 
Трета група 
Базален епител 5745±12 кл/mm2 5511±52 кл/mm2 
Предна строма  354±23 кл/mm2 359±35 кл/mm2 
Средна строма  333±18 кл/mm2 328±18 кл/mm2 
Задна строма 303±27 кл/mm2 319±31кл/mm2 
 
Трета група: 10 очи на 5 субекти от женски пол на възраст между 50 – 67 
години. Квантитативният анализ на базалния епител е 5745±12 кл/mm2. Средната 
плътност на кератоцитите в предната строма е 354±23 кл/mm2. Плътността на 
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кератоцитите в средната строма е 333±18 кл/mm2. Броят на кератоцитите в задната 
строма е 303±27 кл/mm2. При мъжете морфометричният анализ не показа 
статистически значими разлики в броя на клетките в отделните слоеве. Броят на 
клетките в базалния епител е 5511±52 кл/mm2. Средната плътност на кератоцитите 
в предната строма е 359±35 кл/mm2. Плътността на кератоцитите в средната строма 
– 328±18 кл/mm2. Броят на кератоцитите в задната строма е 319±31 кл/mm2. 
 
 
Фиг. 13. Графично представяне количествения анализ на роговицата на двата 
пола (син – мъже, червен – жени) 
1 – епител/2 – предна строма/3 – средна строма/4 – задна строма/5 – ендотел 
 
Роговична дебелина 
На базата на лазер сканираща конфокална микроскопия на живо беше 
оценена роговичната дебелина на субектите с отделните групи, като за 
референтна равнина се използва първото изображение на ендотела. 
Средната корнеална дебелина за популацията е 0.532±11 μm. Направи се 
оценка на корнеалната дебелина по възраст и пол. Средната корнеална дебелина 
в първата група от субекти е 0.535±0.009 μm. Средната корнеална дебелина във 
втората група е 0.524±0.010 μm. При третата група корнеята е 0.542±0.004 μm. 
Не се наблюдава статистическа значима разлика при изчисляването на 
корнеалната дебелина в отделните възрастови групи, както се вижда от табл. 8 и 
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фиг. 14. 
Табл. 8. Средна централна роговична дебелина при различните възрастови групи  
1 възрастова група 0.535±0.009 μm 
2 възрастова група 0.524±0.010 μm 
3 възрастова група 0.542±0.004 μm 
 
 
Фиг. 14. Графика на централна корнеална дебелина при различни възрастови 
групи: 1. първа група 20 – 26 г. 2. втора група 26 – 47 г. 3. трета група 50 – 67 г. 
 
 
Средната централна корнеална дебелина при жените е 0.536 μm, което е с 
0.004 μm по-високо от средната корнеална дебелина при мъжете, което не е 
статистически значима разлика (Табл. 9). 
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Табл. 9. Средна централна корнеална дебелина при двата пола (р < 0.0002) 
Пол  Централна корнеална дебелина 
жени 0.536 μm±0.0040 
мъже 0.528 μm±0.0023 
 
Не се наблюдават статистически значими разлики между двете очи на 
пациентите, включени в проучването (Табл. 10). 
 
Табл. 10. Средна централна корнеална дебелина на ляво и дясно око в 
изследваната група субекти (р < 0.0002) 
Очи Централна корнеална дебелина 
Дясно око 0.534 μm±0.0027 
Ляво око 0.536 μm±0.0016 
 
 
Морфометричен анализ на роговица при пациенти с диабет 
Качествен анализ 
 
Епител 
Повърхностните клетки са с добре очертани светли граници и малки тъмни 
заоблени ядра и тъмна цитоплазма. Формата им е хексагонална. Базалните 
клетки се визуализират като безядрени многоъгълни клетки със светли граници 
и с тъмна цитоплазма. При пациентите с диабет се наблюдава по-изразена 
полиморфност на базалния епител, като се наблюдава корелация между тежестта 
на диабета и клетъчния атипизъм. 
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Фиг. 15. Конфокална микроскопия на базален епител на роговица:  1 субекти без 
диабет; 2. субекти с диабет без усложнения;  3. субекти с диабет с невропатия и 
ретинопатия, морфологията на епитела демонстрира полиморфност и атипизъм  
 
Суббазален нервен плексус 
Суббазалният нервен плексус се визуализира като хиперрефлекторни 
линеарни изображения, които са с по-голям диаметър от контролната група 
здрави субекти. 
 
Строма 
При качествения анализ на стромата не се откриват морфологични разлики 
в кератоцити в отделните групи субекти, които са включени в изследването. 
Изключение правят стромалните нерви, които са значително по-плътни и с по-
изразен тортуозитет в сравнение с контролната група от здрави субекти. 
 
Ендотел 
Микроструктурният анализ на ендотелните клетки показва изразен 
полиморфизъм и полимегатизъм при пациенти с диабет, като няма видима 
разлика при групите с различна давност на диабета. 
 
Количествен анализ 
 
Епител 
Направен е количествен анализ на повърхностен епител и базален епител. 
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Големината на повърхностните епителни клетки е средно 40 – 50 µm в 
диаметър и около 5 µm дебелина. Средният брой на повърхностните епителни 
клетки в корнеалния епител при контролната група от 60 субекти (120 очи) е 
2241±224 кл/mm2. 
При субекти от втората група с диабет с давност, по-голяма от 5 години, но 
без клинични данни за диабетна ретинопатия и невропатия – 25 субекти/50 очи 
(13 жени и 12 мъже) средната плътност на повърхностните епителни клетки е 
1968±114 кл/mm2. При третата група пациенти с диабетна ретинопатия – 25 
субекти/50 очи (10 жени, 15 мъже) средната плътност на повърхностните 
епителни клетки е 1918±104 кл/mm2. 
 
Табл. 11. Количествен анализ на повърхностните епителни клетки при здрави 
субекти и субекти с диабет с/без диабетна невропатия/ретинопатия 
Група субекти Брой клетки 
Първа група 2241±224 кл/mm2 
Втора група 1968±114 кл/mm2 
Трета група 1918±104 кл/mm2 
 
При количествения анализ на базалния епител, броят на клетките в 
контролната група е 6040±33 кл/mm2 на дълбочина 50 µm в централната част на 
роговицата. При субекти от втората група плътността е 6268±24 кл/mm2. При 
третата група пациенти с диабетна ретинопатия – 6118±12 кл/mm2. Наблюдава се 
сигнификантно увеличение на плътността при базалните клетки с 
пропорционална зависимост с давността на диабета, което може да се обясни с 
нарастване на честотата на синдром на сухо око. 
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Табл. 12. Количествен анализ на базални клетки при здрави субекти и субекти с 
диабет с/без диабетна невропатия/ретинопатия 
Група субекти Брой клетки 
Първа група 6040±33 кл/mm2 
Втора група 6268±24 кл/mm2 
Трета група 6118±12 кл/mm2 
 
Строма 
Плътността на кератоцитите се изчисли, като роговичната строма се раздели 
на три части – предна, средна и задна. При първата група здрави субекти средната 
плътност на кератоцитите в предната строма е 364±23 кл/mm2. Плътност на 
кератоцитите в средната строма – 343±18 кл/mm2. Броят на кератоцитите в задната 
строма е 313±27 кл/mm2. При субектите от втората група средната плътност на 
кератоцитите в предната строма е 368±11 кл/mm2. Плътност на кератоцитите в 
средната строма – 283±18 кл/mm2. Броят на кератоцитите в задната строма е 
303±27 кл/mm2. 
При третата група пациенти с диабет и диабетна ретинопатия средната 
плътност на кератоцитите в предната строма е 358±19 кл/mm2. Плътност на 
кератоцитите в средната строма – 273±23 кл/mm2. Броят на кератоцитите в 
задната строма е 312±17 кл/mm2. Броят на кератоцитите е различен в 
различните слоеве на роговицата, като в дълбочина броят им намалява 
пропорционално. Анализът показва значителна редукция на кератоцитите в 
средната строма при пациенти с диабет в сравнение с контролната група и 
суспектно понижение на плътността на клетките в предната и задната строма. 
Не се наблюдават статистически значими разлики в броя на клетките на трите 
нива в стромата между двете групи субекти с диабет. 
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Табл. 13. Количествен анализ на кератоцити в трите групи в предната, средната и 
задната строма 
Строма Първа група Втора група Трета група 
Предна строма 364±23 кл/mm2 368±11 кл/mm2 358±19 кл/mm2 
Средна строма 343±18 кл/mm2 283±18 кл/mm2 273±23 кл/mm2 
Задна строма 313±27 кл/mm2 303±27 кл/mm2 312±17 кл/mm2 
 
Суббазален нервен плексус 
При оценката на суббазалния нервен плексус се сравниха дължина на 
корнеалните нерви (NFL), плътност на нервните фибри (NFD) и плътност на 
разклоненията (NBD ) при контролната група, като се наблюдава значителна 
редукция и на трите характеристики при субекти с диабет с обратна 
пропорционална зависимост на резултатите с давността на диабет (Табл. 14).  
 
Табл. 14. Количествена оценка на суббазален нервен плексус при трите групи 
субекти  
 Първа група Втора група  Трета група  
плътност на 
нервните фибри 
(NFD)  
45.60±4.47 mm/mm2 31.63±2.337 mm/mm2 18.57±3.63 mm/mm2 
плътност на 
разклоненията 
(NBD ) 
25.38±2.99 mm/mm2 17.42±2.02 mm/mm2 5.63±1.33 mm/mm2 
дължина на 
корнеалните 
нерви (NFL)  
11.21±0.88 mm/mm2 8.05±0.71 mm/mm2 3.01±0.39 mm/mm2 
 
Във втората група субекти с диабет, но без ретинопатия, NFL е редуциран 
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до 31.63±2.33 mm/mm2, NFD е 17.42±2.02 mm/mm2 и NBD редуциран до 
8.05±0.71 mm/mm
2
.
 Значителна промяна се наблюдава при пациентите с диабет и 
диабетна ретинопатия – NFL е 18.57±3.63 mm/mm2, NFD е 5.63±1.33 mm/mm2 и 
NBD е 3.01±0.39 mm/mm2. 
 
 
Фиг. 16. Конфокална микроскопия на суббазален нервен плексус в: 
1. здрави субекти, 2. субекти с диабет, но без диабетна ретинопатия,  
3. субекти с диабет с непролиферативна диабетна ретинопатия,  
4. субекти с диабет с пролиферативна диабетна ретинопатия. 
 
Ендотел 
При количествения анализ на ендотелните клетки на роговицата при здрави 
субекти се установи, че средният брой клетки за популацията е 2996±34 кл/mm2. 
При субекти от втората група ендотелната плътност е редуцирана до 2768±16 
кл/mm2. При третата група пациенти с диабетна ретинопатия също плътността е 
редуцирана, като няма сигнификантна разлика с резултатите от втората група – 
2778±12 кл/mm2. 
 
 
1 2 
3 4 
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Табл. 15. Количествен анализ на ендотелни клетки при здрави субекти и 
субекти с диабет с/без диабетна невропатия/ретинопатия 
Група субекти Брой клетки 
Първа група 2996±34 кл/mm2 
Втора група 2768±16 кл/mm2 
Трета група 2778±12 кл/mm2 
 
Роговична дебелина 
Корнеалната дебелина при здравите субекти средно е 0.532±11 μm. При 
втората група пациенти средната корнеална дебелина е 0.584±14 µm и при 
третата група с диабетна ретинопатия с различна степен на изразеност 
корнеалната дебелина е със значимо увеличение 0.632±18 µm.  
 
Табл. 16. Представяне на динамиката на корнеалната дебелина при трите групи 
субекти, участващи в проучването  
Група 
Дебелина на  
роговица 
Статистическа 
значимост 
Контролна група 0.532±11 µm Р < 0.0002 
Група на диабетно болни без диабетна  
ретинопатия 
0.584±14 µm Р < 0.0002 
Група на диабетно болни с диабетна  
ретинопатия 
0.632±18 µm Р < 0.0002 
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ДИСКУСИЯ 
 
Конфокална микроскопия на живо разширява границите на резолюция в 
реално време, като по този начин позволява изображения на микроструктурно 
ниво на всеки слой на роговицата в по-физиологични условия, отколкото е било 
възможно по-рано (Bohnke et al. 1999). Това е най-бързо развиващият се образен 
метод за диагностика и мониториране. Конфокалната микроскопия на живо 
предлага мост между клинични и лабораторни наблюдения, позволяваща на 
клиничните специалисти и изследователите да идентифицират 
микроструктурните промени в роговицата както в здраве, така и в болест. 
Разполагайки с възможността да наблюдаваме директно и на живо на 
хистологично ниво различните структури и анатомични слоеве на роговицата 
чрез LSCM, настоящата работа има за цел да установи и представи анализ на 
микроструктурните характеристики на роговицата в здраве на българската 
популация.  
През 2007 година J McGhee и сътрудници правят проучване за 
количествените изменения, които настъпват в корнеята послойно с напредване 
на възрастта. Според тях броят на кератоцитите намалява с 0.9% на година в 
предната строма, докато в задната строма редукцията е намалена до 0.3%. Броят 
на ендотелните клетки намалява с 0.5%, като се наблюдава редукция и на 
суббазалния нервен плексус 0.9%. Подобна зависимост не се наблюдава при 
измерването на корнеалната дебелина или при измерване на клетките на 
базалния епител. Количественият анализ на in vivo LSCM показва, че 
изчислената гъстота на базалните епителни клетки на роговицата на контролните 
субекти е 6850±381 кл/мм2. Kaufman et al. (1966) установяват средна плътност на 
базалните епителни клетки 6248±378 кл/мм2, а Mustonen – 5699±604 кл/мм2 
(Mustonen et al. 1980). Разликата в резултатите при различните изследователи 
вероятно се дължи на различните популационни характеристики на изследваните 
субекти, но от значение се оказва също дълбочината на среза, различната 
софтуерна програма, която се ползва, и субективност. Доказано е, че гъстотата 
на базалните епителни клетки няма връзка с възрастта и пола. Нашите резултати 
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са изчислени на базата на контролна група здрави роговици на 120 очи (60 
пациенти) и показват, че плътността на базалните епителни клетки при очите от 
тази група е 6040±33 кл/mm2. 
В литературата, базирана на екс виво, корнеалната строма се разглежда, 
като се подразделя на две или три части. Изследване на Niederer et al. определя 
кератоцитна плътност на предната и задната строма съответно 765±262 кл/мм2 и 
315±57 кл/мм2 (Niederer et al. 2000). Нашето изследване проследи плътността на 
този роговичен слой, разделяйки го на предна, средна и задна строма. Гъстотата 
на кератоцитите, определена от нас, в предната строма е 364±23 кл/mm2, а в 
средната строма е 343±18 кл/mm2. Установената плътност на кератоцити в 
задната строма е 313±27 кл/mm2. Открива се добра корелация между ин виво и 
екс виво клетъчната гъстота (Patel et al. 2001). Количественият сравнителен 
анализ на кератоцитите в различната дълбочина на роговичната строма показва 
приблизително 35 – 40% редукция, което напълно се потвърждава и от други 
изследователи в световен мащаб (Muller et al. 1995; Mustonen et al. 1998; Niederer 
et al. 2007). 
Еx vivo електронно-микроскопски изследвания на човешка и заешка 
роговица доказват, че тази редукция в центрителна посока се дължи на двойно 
по-високата концентрация на митохондрии в кератоцитите от предната строма в 
сравнение със средната и задната строма (Muller et al. 1995). 
Niederer и екип, както и Mustonen RK установяват сходни стойности на 
кератоцитната плътност, както и редукция на гъстотата на кератоцитите от 
предната строма по посока на задната строма (Muller et al. 1995, Mustonen et al. 
1998, Niederer et al. 2007).  
Редукция на кератоцитите е наблюдавана при дългосрочни проучвания на 
субекти след PRK и LASIK, както и след пенетрираща кератопластика (Paolo 
2007). Кератоцитите и техните характеристики са важни по отношение на 
скоростта на зарастване на роговични епителни и стромални дефекти, ето защо 
детайлното им изучаване би имало важна роля при хирургичните интервенции 
на роговицата. Бъдещи проучвания в тази посока ще допринесат за по-добрата 
предоперативна оценка на пациентите за рефрактивна хирургия на роговицата. 
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Роговицата е най-богато инервираната тъкан в човешкия организъм, с 
гъстота на нервите 300 – 600 пъти повече от тази на кожата и 20 – 40 пъти 
повече от тази на зъбната пулпа (Muller et al. 2003; Guthoff et al. 2005). 
 Проучванията на плътността и морфологията на роговичните нерви в 
миналото са лимитирани от ограничения достъп до здрави човешки роговици за 
ex vivo анализи, както и от бързата дегенерация на невралната тъкан след 
смъртта на индивида. Нормалната корнея се инервира от тригеминалния нерв 
(Trotter 1966; Mensher et al. 1974; Klintworth et al. 1977; Marfurt et al. 2010). 
Разглеждат се три формации: суббазален нервен плексус, субепителен и 
стромален.  
Суббазалният нервен плексус се намира между базалния епител и 
Баумановия слой. Това са стромални нервни фибри, които перфорират 
Баумановия слой, разделяйки се на малки клончета, разположени паралелно на 
корнеалната повърхност.  
Суббазалният плексус е изграден от фибри линеарни или като наниз от 
мъниста с хомогенен рефлекс на светлина и организирани в снопчета. В 
централната част на роговицата доминират линеарните, докато в периферията 
доминират снопчета от фибри като наниз от мъниста. Наблюдава се също 
различно разпределение на плътността и различна дължина на нервните влакна. 
Най-плътни и с най-голяма дължина са в горния квадрант. Плътността зависи и 
от методиката на изследване. При лазер сканиращия конфокален микроскоп има 
по-голяма резолюция в горната част, докато при слит сканиращата и тандем 
сканиращата се наблюдава намаляване на контраста в периферията. Нервните 
фибри анастомозират помежду си и образуват плътен хомогенен плексус, който 
прилича на спирала с център, разположен долу назално (Marfurt et al. 2010).  
Конфокалната микроскопия дава възможност за анализ на инервацията на 
жива роговица чрез получените фронтални изображения на нервните снопчета е 
изключително удобна за анализ на морфологията на суббазалния роговичен 
нервен плексус. Много изследователи доказват, че с напредване на възрастта 
роговичната чувствителност намалява (Millodot et al. 1978; Roszkowska et al. 
2004). В световен мащаб са провеждани проучвания с конфокална микроскопия 
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относно измененията в архитектурата и гъстотата на суббазалните нерви с 
възрастта, като има противоречиви мнения дали плътността на нервите намалява 
със стареенето на организма. Според Erie JC и колектив, които изследват 
роговичната инервация с конфокална микроскопия, стареенето на организма 
води до изменения в архитектониката на нервните снопчета (Erie et al. 2005). 
Известно е, че инервацията на роговицата има важна защитна и трофична 
функция, поради което изменения в гъстотата и/или морфологията на нервните 
снопчета вероятно води до забавено зарастване на епителните дефекти на 
роговицата (Beuerman et al. 1980); Erie et al. 2005); Araki et al. 1994). 
Субепителният нервен плексус е локализиран между Баумановия слой и 
стромата. Повечето фибри произхождат от стромата, но се наблюдават и 
клончета от суббазалния нервен плексус, които пронизват Баумановия слой. 
Основната характеристика е, че плътността не е така добре изразена, като това е 
по-отчетливо в периферията. Разграничават се линеарни и тортуозно извити 
фибри (Patel et al. 2009; Marfurt et al. 2010). 
Стромалните нерви се локализират предимно между средната и предната 
строма. Те са по-плътни и с различна ориентация. Разграничават се линеарни, 
дихотомно разклонени и тортуозно извити. Характерно за плексуса е, че е по-
плътен в периферията (Visser et al. 2009). 
Направения от нас качествен анализ потвърждава изображението на 
стромалните нерви, като плътни хиперрефлеторни изображения разположени 
предимно в предна строма. 
Ендотелните клетки дълго време са представлявали интерес и са 
наблюдавани чрез спекуларна микроскопия. С навлизането на LSCM се 
предложи уникална възможност за ясно изобразяване на роговичния ендотел 
дори и в едемна роговица. Доказана е добра корелация между демонстрацията на 
клетъчна гъстота от спекуларна и конфокална микроскопи (Mustonen R et al. 
1998). При LSCM ендотелната мозайка съответства на правилно подредени 
хексагонални клетки, оформяйки структура, приличаща на пчелна пита 
(Mustonen R et al. 1998). Този слой е ясно различим. Едно проучване 
демонстрира, че автоматичното разпознаване на този слой е възможно в 93% от 
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случаите (Ruggeri et al. 2002) и съобщава за добра повторяемост от 
автоматичното клетъчно броене (Imre et al. 2001). Клетъчната ендотелна гъстота 
в множество  публикувани изследвания със SSCM и LSCM e  изчислена 
съответно 2668±584 кл/мм²  и 2720±367 кл/мм² (Niederer R et al. 2007).  
При нашето проучване на ендотелните клетки на роговицата при здрави 
субекти се установи, че средния брой клетки за популацията е 2996± 34 кл/mm2 
като причината за разликите се обясняват с различията във възрастта и пола. 
 
Диабет 
Хипергликемията има токсичен ефект върху окото и по-специално върху 
корнеята и ретината. Изключително чест проблем при пациенти с диабет е 
клетъчната дисфункция, както и забавянето на възстановителния процес след 
нараняване или инфекция. Много често се прави асоциация между невропатия и 
диабетна роговица, свързана с понижена сетивност и инервация. Тези 
наблюдения бяха публикувани от Живов и Мидена и техните сътрудници 
(Midena E et al. 2006; Midena E et al. 2009; He et al. 2012; Zhivov et al. 2013; Gerard 
et al. 2013). 
Най-честото усложнение на диабета е диабетната невропатия. Проучване 
показва, че 8 – 54% от пациентите с тип 1 диабет развиват диабетна невропатия, 
докато тип 2 са 13 – 46% (Ziegler et al. 2008). Това усложнение се нарежда на 
трето място в неврологичните заболявания (MacDonald et al. 2000). Най-честият 
тип на диабетна невропатия е периферната диабетна невропатия, която се 
наблюдава в 50% от случаите (Argoff et al. 2006). Често прогресира до 
кардиалната автономна система и в 11% води до нарушаване качеството на 
живот в значителна степен и депресия (Vinik et al. 1995). Това насочва учените 
към търсене на нови методи за оценка на диабетната невропатия, базиращи се на 
факта за измененията, които настъпват в корнеалната чувствителност, и 
редукцията на фибри в суббазалния нервен плексус с напредване на диабета 
(Marfurt et al. 1995; Oliveira-Soto 2001; Li et al. 1995). 
Още през 1998 година Linda Muler и сътрудници посредством светлинна и 
електронна микроскопия правят опити за морфологична оценка на нервния 
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плексус на роговицата при мишки с диабет и публикуват полиморфизъм в 
епител и ендотел (Busted et al. 1981; Schultz et al. 1984; Maria et al. 1991). 
Много проучвания показват изменения в суббазалния нервен плексус при 
пациенти с диабетна нефропатия с намаляване на дължина, плътност, редукция 
на разклоненията и тортуозитета (Mocan et al. 2009; Tavakoli et al. 2010; Messmer 
et al. 2010; Tavakoli et al. 2011). 
По-редки са проучвания, при които се търси корелация между диабетна 
ретинопатия и увреда в суббазалния нервен плексус (Malik et al. 2003; Chang et 
al. 2006).  
Maria E. Rosenberg и сътрудници с помощта на тандем скенираща 
конфокална микроскопия доказват, че има корелационна зависимост между 
пациентите с различна степен на корнеална невропатия и тежестта на диабета, 
както тежестта на свързаните с него ретинопатия и невропатия. Нашите 
проучвания с лазерния конфокален микроскоп потвърждават факта, че тежка 
невропатия е налице при пациенти с дългогодишен диабет и пролиферативна 
диабетна ретинопатия (Rosenberg et al. 2000). Интересен е фактът, че при 
пациентите с невропатия се наблюдава и увеличение на корнеалната дебелина с 
правопропорцинална зависимост с напредване на диабета. Тази корелационна 
зависимост се доказва и в проучване на Daniel еt al., 2007. 
Спорен е въпросът каква е очакваната дебелина при пациенти с диабет. 
Choo и сътрудници констатират, че наличието на диабет не е фактор, 
рефлектиращ върху корнеалната дебелина (Choo et al. 2010). 
Същият колектив обръща внимание на ендотелния слой на роговицата и 
описва редукция на клетките с изразен плеоморфизъм и полимегатизъм. Тези 
различия в резултатите от различни източници могат да се обяснят с факта, че 
давността на диабет и наличната невропатия не е в пряка зависимост с 
краткосрочния добър контрол на диабетно болите и нивата на кръвната захар към 
момента на изследването, както и от методиката за измерване на корнеална 
дебелина. 
През последните години детайлното проучване на суббазалния нервен 
плексус е фактор, който привлича учените от световно ниво и е обект на 
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експерименти, наблюдение и лечение. Все повече се говори за предимствата от 
профилактиката и адекватния скрининг на заболяванията пред лечението на вече 
налични клинични данни за патология и усложнения.  
Корнеята е най-добре инервираната тъкан с предоминиращи Aδ и C нервни 
фибри деривати на тригеминалния нерв (Marfurt et al. 2010; Al-Aqaba et al. 2010). 
Доказано е, че при периферната диабетна невропатия предимно се засягат 
малки нервни фибри Aδ и C. (Tavee et al. 2009). Акуратна оценка на тези малки 
фибри се постига посредством кожна биопсия, което е инвазивен, трудоемък, 
скъп и продължителен процес. Въпреки това все още се препоръчва като златен 
стандарт за оценка от Европейската федерация по неврология (Lauria Kennedy et 
al. 2010). 
През същата година друга група учени под ръководството на Тivacolli правят 
проучване върху 101 пациенти с диабет посредством неврофизиологични тестове и 
невроекстезиометър и корнеална чувствителност посредством неконтактен 
корнеален екстезиометър и морфология на корнеалните нервни влакна 
посредством корнеална конфокална микроскопия и установяват редукция на 
корнеалната сетивност при пациенти с диабет, сигнификантно редуциране и на 
трите параметра – дължина, плътност и разклонения на корнеалните нерви, и пряка 
корелационна зависимост между морфометричните резултати и перониален 
рефлекс на ходилото. Екипът е един от първите, който предлага конфокалния 
микроскоп като метод за ранно откриване на невропатията (Tavakoli et al. 2010). 
Тези резултати напълно съвпадат и с проучването на Zhivov и 
сътрудниците му, които разделят диабетно болните със и без диабетна 
ретинопатия. Резултатите им потвърждават редуцираната корнеална сетивност 
при диабетно болните, като не се наблюдава значима разлика при субекти със и 
без ретинопатия.  
Анализът на суббазалния нервен плексус в двете групи показва леко 
понижения на плътност, дължина и разклонения при пациентите с диабетна 
ретинопатия в сравнение с групата без ретинопатия (Zhivov et al.2013). 
Много близки до тези са и резултатите на друг екип, работещ независимо 
(Messme et al. 2010). 
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Това е още едно доказателство за хипотезата на Barber невродегенерацията 
ретиналните глиални клетки като фактор за ретиналните васкуларни промени 
(Barber et al. 1998). 
Анализът на тези изследователи съвпада с морфометричната оценка на 
суббазалния нервен плексус, изразяващо се с редукция на плътност, дължина и 
разклонения при пациенти с диабет в сравнение с контролната група, както и 
разлика в тези параметри между двете групи със и без диабетна ретинопатия. 
Сигнификантната разлика в групата с диабетна ретинопатия се обяснява с факта, 
че все още са налице пропуски в скрининговите програми за ретинопатия и 
пациентите, постъпили в очно отделение, са с един напреднал стадий на 
ретинопатия. 
Chen и сътрудници са направили сравнителен анализ на между кожната 
биопсия и резултатите от конфокална микроскопия и доказват, че няма 
сигнификантна разлика в резултатите между двете методики, и предлагат като 
алтернативен неинвазивен метод за скриниг конфокалната микроскопия при 
диабетно болни (Chen et al. 2015). 
Диабетната невропатия е комплекс от клинични и патофизиологични 
характеристики, засягащи соматични и автономни нервни влакна, водещи често 
до инвалидизация при късно диагностициране (Young et al. 1993; Tesfaye et al. 
2010). 
Диабетната автономна диабетна невропатия е форма на диабетна 
невропатия като резултат от увреда на Aδ и C нервни фибри, която често е 
подценявана, но се асоциира с гастроинтестинални, генитоуринални 
вазомоторни и кардиални симптоми. Кардиалната автономна невропатия се 
среща при 40% от пациентите с диабет и се асоциира с исхемия, удар и 
повишена смъртност (Spallone et al. 2011). 
Maddaloni и сътрудници правят проучване с конфокална микроскопия на 
пациенти с тип 1 диабет и кардиална автономна невропатия и доказват понижена 
плътност на нервните влакна и дължина в сравнение с пациенти без невропатия 
и при добър контрол на диабета (Maddaloni еt al. 2016). Тази хипотеза е 
потвърдена и от Tavakoli (Tavakoli et al. 2015). За оценката на невропатията е 
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използвана скала на симптомите на симпатикова невропатия (COMPASS) и 
скала за тежестта на симпатиковата невропатия (CASS), симпатикова реакция на 
кожата и конфокална микроскопия. Резултатите показват строга корелация 
между измененията, които се наблюдават в суббазалния нервен плексус, и 
резултатите от COMPASS и CASS, а именно понижена плътност, дължина и 
редукция на разклоненията при пациенти с налична автономна невропатия 
(Maddaloni еt al. 2016).  
Тези резултати напълно съответстват на количествения анализ от нашето 
проучване, като се наблюдава обратнопропорционална корелационна зависимост 
между броя на клетките и давността на диабета. Изключение прави само броят 
на клетките в базалния епител, който сигнификантно се увеличава. Обяснение за 
което трябва да се търси в нарастване честотата на синдрома на сухо око 
процент и степента на тежест. Разбирането на патогенезата на дегенеративните 
заболявания на нервните влакна и регенерацията им при здрави и болни субекти 
е потенциал за развитие на нови стратегии за превенция и стимулация на 
регенерацията като етап от възстановяване на корнеалната сетивност и 
прозрачност. 
Не е далече времето, когато оценката на суббазалния нервен плексус ще 
бъде част от иновативна скринингова програма за предклинична диагностика на 
ретинопатията. Активно се работи и в посока за регенерация и ревитализация на 
нервните влакна. В случай на трансплантация на панкреас при пациенти с тип 1 
захарен диабет IVCM е използван да демонстрира значително регенериране на 
роговицата суббазални нерви в рамките на 6 месеца след операцията (Mehra et al. 
2007)  
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 ОБОБЩЕНИЕ 
 
Офталмологията е бързо развиваща се специалност с лесна интеграция в 
практиката на новите иновативни технологии. 
В днешно време, за да говорим за очно здраве, не е достатъчно само да 
предотвратим необратимата пълна слепота, но е много важно навременната 
диагноза, етиологично и патогенетично лечение с цел подобряване на качеството 
на живот на пациента. Внимание в последните години се обръща на 
профилактиката и на предотвратяване на усложненията от различни 
медикаментозни, лазерни и хирургични процедури. В този контекст може да се 
каже, че конфокалната микроскопия отваря нова страница в медицинската наука, 
и по-специално в офталмологията, която прилага с лекота иновациите в 
клиничната практика. 
Предимствата на тази технология са многобройни, но като че ли 
безболезненото контактно, но неинвазивно приложение се откроява пред 
останалите и прави лесен и достъпен метода за клиницистите. Не на последно 
място възможността данните да се записват, да има повторяемост и да може в 
динамика да се проследяват различни дегенеративни, възпалителни и туморни 
процеси дава възможност да се прецизира практиката, сравнителен анализ и по-
добро проследяване на болните за различен период от време и от различни 
специалисти. 
Конфокалната микроскопия все още е една не много популярна в клиниката 
методика за диагностика, скрининг и оценка на терапията. Резултатите много 
често се нуждаят от детайлен морфометричен анализ, което прави метода 
зависим от клиничната практика и ограничава приложението му изолирано като 
метод на изследване. 
Настоящото проучване успя да дефинира промените в роговицата, които 
настъпват с напредване на възрастта, както и количествените разлики в 
плътността на роговицата с двата пола. Направи се детайлен анализ на 
роговицата при пациенти с диабет и се съпоставиха резултатите от конфокалната 
микроскопия с реални клинични белези, за да се детайлизира тежестта на 
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усложненията. Проучването определи качествени промени на роговицата, които 
могат да служат за оценка на моментното състояние и да съдействат за 
прогнозиране на прогресията на заболяването и при избор на терапевтично 
поведение. Постави се началото на нов поглед върху съвременния скрининг за 
диабетно болните пациенти. Направено беше и морфометрично проучване на 
пигментно-дисперсния синдром, което беше публикувано в световната 
литература. Това нередко, но често недиагностицирано генетично заболяване 
може да бъде скринирано с помощта на конфокалната микроскопия.  
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ИЗВОДИ 
 
1. Изследването чрез ин вово лазер сканиращ микроскоп осигурява 
качествена и количествена оценка, както и възможностза проследяване и 
прогнозиране на последващите изменения. 
 
2. Качествени и количествени промени на роговицата, които настъпват с 
напредване на възрастта и могат да бъдат определени в динамика и да 
послужат за бъдещи анализи на процесите на стареене на роговицата. 
 
3. Морфометричния анализ на роговицата при пациенти с диабет е 
прогностичен белеги дава възможност за допълнителен скрининг за 
превенция на усложненията свързани с това заболяване. Качествените 
белези от ин виво лазер сканиращия конфокален микроскоп могат да се 
използват като прогностичен белег за патологичния процес. 
 
4. Конфокалната микроскопия на живо неинвазивна,бърза ис възможност за 
повторяемост технология, която е прави да бъде предпочитан метод за 
микроструктурно изследване. 
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ПРИНОСИ 
 
Приноси с научно-приложен характер 
1. Изготви се алгоритъм за приложение на лазер сканиращата конфокална 
микроскопия на живо за изследване на преден очен сегмент. 
2. Създаде се стандарт за качествена и количествена оценка на нормална 
роговица за България на базата, на който могат да бъдат оценени 
патологичните промени с помощта на лазер сканираща конфокална 
микроскопия на живо. 
3. Изчислиха  са нормалните стойности на клетъчна плътност за отделните 
слоеве на здравата роговица в различни възрастови групи и в двата пола 
4. Дефинираха се качествени и количествени промени при диабетно болни. 
Описаха се микроструктурните различия при пациенти с диабет без 
усложнения  и при субекти с различна тежест на диабетна ретинопатия и 
невропатия. 
5. Доказаха се възможностите на лазер сканиращата конфокална микроскопия на 
живо да се прилага като неинвазивна алтернатива на хистологичните 
изследвания на здрава и патологична роговица. 
6. Приложи се ин виво лазер сканиращ конфокален микроскоп за оценка на 
корнеална дебелина в здрава роговица и при субекти с диабет. 
 
Приноси с научно-теоретичен характер  
1. За пръв път в България са описани структурните характеристики на 
нормалната роговица и качествените и количествени изменения които 
настъпват с напредване на възрастта както и наличие на полови различия на 
базата, на които могат да характеризират промените при пациенти с  диабет и 
други генетични  заболявания. 
2. Конфокална микроскопия на живо се доказа като  методика за  
морфометричен анализ на пациенти с диабет. 
3.  Направи се опит за корелационен морфометричен анализ при пациенти от 
двата пола на различна възраст. 
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Приноси с потвърдителен характер  
1. Направи се литературна справка  и обзор на публикациите.  Извърши се 
анализ и сравнително проучване на резултатите, публикувани  за нормална 
роговица, и измененията които настъпват с възрастта. 
2. Сравниха се роговичните изменения настъпващи при диабетно болни с различна 
давност и тежест с  различни проучвания от световната практика. 
3. Доказа се, че конфокалната микроскопия, има приложение в клиничната 
практика и е ключова методика за скрининг на диабетната болест, засягаща 
очите. 
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РЕЗЮМЕ 
 
Цел. Основната цел е да се направи оценка на характеристиките на здравата 
роговица и качествените и количествени изменения, които настъпват с 
напредване на възрастта, използвайки конфокален микроскоп за 
микроструктурен анализ, и на тази база да се установят патологичните промени 
в роговицата при пациенти с диабет с различна давност на диабетна 
ретинопатия. На базата на лазер сканираща конфокална микроскопия на живо 
беше оценена и роговичната дебелина, като за стандарт се използва първото 
изображение на ендотела. Направи се сравнителен анализ на роговичната 
дебелина при отделните възрастови групи (здрави субекти) и оценка на 
различията, настъпващи при диабет с различна тежест. 
Методи. Конфокалната микроскопия на роговицата е сравнително нова 
техника, която доскоро е била използвана предимно в клинични проучвания. В 
последните години се наблюдава тенденция в приложението ѝ в клиничната 
практика. Основното предимство на лазер сканиращ конфокален микроскоп 
(Heidelberg Retina томограф II Рощок роговицата Module (HRTII) (Heidelberg, 
Германия) е способността за изображения на тънки слоеве (до 10 µm) от 
роговицата. За всички пациенти оценка на базалния епител се направи при 
средна площ 0.0254±11 mm2 и дълбочина 50 µm. 
Стромата се раздели на предна, средна и задна строма. Със средна големина 
съответно предна строма 100 – 150 µm и големина на полето 0.0382±32 mm2, 
средна строма 250 – 300 µm и големина на полето 0.0415±10 mm2 и задна строма 
450 – 500 µm и поле с размер 0.0355±11 mm2. Средната дълбочина за 
визуализиране на ендотел при изследваните субекти е 550 – 670 µm и анализ се 
извърши при площ на полето 0.0149±12 mm2. 
За да се направи ин виво микроструктурен качествен и количествен 
анализ на роговицата при здрави индивиди на даден район – проспективно 
проучване, и да се създаде стандарт за ин виво лазер сканираща конфокална 
микроскопия, в България бяха селектирани 120 очи без корнеална патология 
на различна възраст. Критерии за включване в проучването са да са клинично 
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здрави, без предхождащо очно хирургично или лазерно лечение. Средната 
възраст на субектите е 52±2,9 год., като 33 са жени и 27 са мъже. Анализираха 
се количествените и качествените изменения при здрави субекти, разделени в 
три групи, и се дефинираха половите различия. На базата на получените 
резултати се съпоставиха морфометричните показатели при субекти с диабет с 
различна тежест. 
Първата група са 52 очи от 26 субекти на възраст от 20 – 26 години. От тях 
50% от субектите бяха от женски пол и 50% от мъжки пол.  
Втората група са 48 очи от 24 субекти на възраст от 26 – 47 години – 
здрави, активно работещи. 54% от субектите са жени и останалите 46% са мъже. 
Пациентите бяха подбрани на случаен принцип от скринингови програми и 
профилактични прегледи на зрението. Задължително условие да са клинично 
здрави, без субективни или обективни данни за хипертония или диабет от първи 
или втори тип към деня на изследването. 
Третата група пациенти е представена само от 10 пациенти (20 очи) на 
възраст 50 – 65 години поради трудността да се селектират пациенти без 
системни заболявания и без наличие на каквато и да е корнеална патология 
(включително сенилен аркус, крокодилски шагрен и различни степени на сухо 
око). От тях 5 от субектите в тази група се от женски пол и 5 от мъжки пол. 
За оценка на роговицата при диабетно болни се направи анализ на субекти, 
разделени в три групи. 
Първата група са 60 пациенти без клинични и лабораторни данни за диабет 
(33 жени и 27 мъже на средна възраст 52±2,9 год., между 22 – 70-годишна възраст). 
Втората група пациенти са с диабет с давност по-голяма от 5 години, но без 
клинични данни за диабетна ретинопатия и невропатия – 25 субекти (13 жени и 
12 мъже на средна възраст 43.4±2.1 години, между 22 – 65-годишна възраст).  
Третата група пациенти са с диабетна ретинопатия – 25 субекти (10 жени и 
15 мъже; средна възраст 57.9±2.6 години, между 32 – 70-годишна възраст). 
Резултати.Анализът на роговицата в норма и възрастовите изменения, които 
настъпват, се извърши на базата на качествена и количествена оценка на 
изображенията от LSCM на живо. Качественият анализ показа добре отграничен 
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епителен слой с лесно различими повърхностни, криловидни и базални клетки. 
Суббазален нервен плексус се наблюдава в зоните между базалния клетъчен слой и 
горната повърхност на мембраната на Бауман като хиперрефлекторни ивици с 
различен брой разклонения. Стромата се визуализира с характерни ядрени 
структури – кератоцити, които са с различна плътност и форма в отделните нива на 
стромата. Ендотелът изглежда като правилно подредени шестоъгълни клетки, 
формиращи мозайка. Количественият анализ на изследваната здрава роговица с 
LSCM на живо показва, че средният брой на повърхностните клетки в корнеалния 
епител е 2241±224 кл/mm2. При субекти на възраст между 20 – 26 години средната 
плътност на повърхностните епителни клетки е 2368±124 кл/mm2. При втората 
група на възраст между 26 – 47 години броят на клетките 2221±124 кл/mm2, докато 
при групата със субекти на възраст между 50 – 67 години броят на повърхностните 
епителни клетки е 2132±324 кл/mm2. Не се наблюдават статистически значими 
разлики в отделните възрастови групи. 
Анализът на базалния епител установи, че средният брой на клетки е 
6040±33 кл/mm2 на дълбочина 50 µm в централаната част на роговицата. При 
субекти на възраст между 20 – 26 години средната плътност на базалните 
клетки е 6468±41 кл/mm2. 
При втората група на възраст между 26 – 47 години броят на клетките е 
6021±12 кл/mm2, докато при групата със субекти на възраст между 50 – 67 
години броят на клетките е 5632±32 кл/mm2. Не се наблюдават статистически 
значими разлики в отделните възрастови групи. 
Оценката на суббазалния нервен плексус се направи посредством поредица 
от изображения с конфокален микроскоп на централна роговица в една равнина.  
Количествена оценка на суббазалния нервен плексус включи дължина на 
корнеалните нерви (NFL), плътност на нервните фибри (NFD), плътност на 
разклоненията (NBD). 
Средната плътност на кератоцитите в предната строма е 364±23 кл/mm2. 
При оценка на средната строма за всички субекти се взе под внимание еднаква 
дълбочина на срез – 250 – 300 µm. Плътността на кератоцитите в средната 
строма е 343±18 кл/mm2. Броят на кератоцитите в задната строма – 313±27 
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кл/mm2. Броят на кератоцитите е различен в различните слоеве на роговицата, 
като в дълбочина броят им намалява пропорционално. 
Направи се допълнителен морфометричен анализ на клетките послойно за 
откриване на полови различия. 
Първа група: 26 очи на субекти от женски пол на възраст между 20 – 26 
години. Квантитативният анализ на базалния епител показва 6567±12 кл/mm2. 
Средната плътност на кератоцитите в предната строма е 368±12 кл/mm2. Плътност 
на кератоцитите в средната строма – 357±12 кл/mm2. Броят на кератоцитите в 
задната строма е 333±20 кл/mm2. При мъжете морфометричният анализ не показа 
статистически значими разлики в броя на клетките в отделните слоеве. Броят на 
клетките в базалния епител е 6369±16 кл/mm2. Средната плътност на кератоцитите 
в предната строма е 359±22 кл/mm2. Плътност на кератоцитите в средната строма – 
334±32 кл/mm2. Броят на кератоцитите в задната строма е 321±20 кл/mm2. 
Втора група: 24 очи на субекти от женски пол на възраст между 26 – 47 
години. Квантитативният анализ на базалния епител е 6025±12 кл/mm2. Средната 
плътност на кератоцитите в предната строма е 343±13 кл/mm2. Плътност на 
кератоцитите в средната строма – 349±16 кл/mm2. Броят на кератоцитите в задната 
строма е 323±17 кл/mm2. При сравнителния анализ броят на клетките при мъжете 
не показа статистически значими разлики с броя на клетките при жените в тази 
възрастова група. Броят на клетките в базалния епител е 6010±05 кл/mm2. Средната 
плътност на кератоцитите в предната строма е 331±30 кл/mm2. Плътността на 
кератоцитите в средната строма е 314±12 кл/mm2. Броят на кератоцитите в задната 
строма 321±24 кл/mm2. 
Трета група: 10 очи на субекти от женски пол на възраст между 50 – 67 
години. Квантитативният анализ на базалния епител е 5745±12 кл/mm2. Средната 
плътност на кератоцитите в предната строма е 354±23 кл/mm2. Плътност на 
кератоцитите в средната строма – 333±18 кл/mm2. Броят на кератоцитите в 
задната строма – 303±27 кл/mm2. При мъжете морфометричният анализ не показа 
статистически значими разлики в броя на клетките в отделните слоеве. Броят на 
клетките в базалния епител е 5511±52 кл/mm2. Средната плътност на 
кератоцитите в предната строма е 359±35 кл/mm2. Плътност на кератоцитите в 
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средната строма – 328±18 кл/mm2. Броят на кератоцитите в задната строма – 
319±31 кл/mm2. 
При количествения анализ на ендотелните клетки на роговицата при здрави 
субекти се установи, че средният брой клетки за популацията е 2996±34 кл/mm2. 
При субекти на възраст между 20 – 26 години средната плътност на 
ендотелните клетки е 3168±19 кл/mm2. При втората група на възраст между 26 – 
47 години броят на клетките е 2978±22 кл/mm2, докато при групата със субекти 
на възраст между 50 – 67 години броят на ендотелните клетки е 2873±32 кл/mm2. 
Анализът показва, че с напредване на възрастта броят на клетките 
прогресивно намалява. Ендотелната плътност е по-голяма при жените. Броят им 
е 3056±5 кл/mm2 при жените, докато при мъжете е редуциран до 2900±11 
кл/mm2. 
Средната корнеална дебелина за популацията е 0.532±11μm. Не се 
наблюдава статистическа значима разлика при изчисляването на корнеалната 
дебелина в отделните възрастови групи. 
Средната централна корнеална дебелина при жените е 0.536 μm, което е с 
0.004 μm по-високо от средната корнеална дебелина при мъжете. 
При оценка на повърхностните клетки на епитела на роговицата на субекти 
с диабет с давност, по-голяма от 5 години, но без клинични данни за диабетна 
ретинопатия и невропатия – 25 субекти/50 очи (13 жени, 12 мъже) средната 
плътност на повърхностните клетки е 1968±114 кл/mm2. При третата група 
субекти с диабетна ретинопатия, броят на повърхностните клетки е 1918±104 
кл/mm2. Детайлният анализ показва увеличаване на плътността при базалните 
клетки. С напредване на тежестта на диабетното заболяване и появата на 
усложнения се наблюдава редукция в броя на кератоцитите на всички нива на 
корнеалната строма и ендотела. 
Заключение. Настоящото проучване дефинира промените в роговицата, 
които настъпват с възрастта, както и половите количествени различия и на тази 
база да съпоставят и оценят промените, които настъпват при пациенти с 
различна степен на диабет. Проучването определи качествени промени на 
роговицата при субекти с диабет, които могат да служат за оценка и за 
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прогнозиране на прогресията на заболяването. Изчислените клетъчни гъстоти в 
отделните роговични слоеве както при здрави роговици, така и при роговиците 
на диабетно болни могат да послужат за оценка на състоянието на изследваната 
роговица. 
Ключови думи: роговица, конфокална микроскопия на живо, роговична 
дебелина, диабет, диабетна невропатия. 
 
Abstract 
 
Purpose. The main purpose of these studies is to perform an assessment of the 
living human cornea in healthy subjects by temporary high-tech methods for 
tomographic and microstructural analysis of healthy cornea and on this basis to 
evaluate pathological changes of the subjects with diabetis with different stage diabetic 
retinopathy. In vivo confocal microscopy was used to estimate corneal thickness from 
first image from corneal endotelium and on this basis to evaluate corneal thickness in 
different age groups and pathological changes of the subjects with diabetis with 
different stage diabetic retinopathy. 
Methods. Confocal microscopy of the cornea is a relatively new technique, which 
until recently was used primarily in clinical trials. During the last years the tendency is in 
the application and clinical practice. The major advantage of laser scanning confocal 
microscope (Heidelberg Retina Tomography II Rostock Corneal Module (HRTII) 
(Heidelberg, Germany) is the ability to images of thin layers (to 10 μm) of the cornea. 
For all patients evaluate the basal epithelium make an average area 0.0254±11 mm
2
 and a 
depth of 50 μm. 
Stroma was divided into anterior, medium and posterior part. The average size 
anterior stroma was 100 – 150 µm and the size of the field 0.0382±32 mm2, average 
size meddle stroma was 250 – 300 µm and size of field – 0.0415±10 mm2 and 
respectively for posterior stroma was 450 – 500 mm and size of field – 0.0355±11 
mm
2
. The average depth of the endothelium was 550 – 670 µm and analysis is 
performed by the area of the field 0.0149±12 mm
2 
To create standards for in vivo confocal microscopy performed with HRT II 
56 
 
corneal module and describe characteristics of normal, healthy, human cornea this 
prospective study included 60 subjects with total of 120 eyes without eye pathology. 
The inclusion criteria were: no history of eye disease, no contact lens use, no slit-lamp 
visible corneal pathology, no systemic disease such as diabetes, no current medical 
treatment and no any surgical eye treatment. The mean age of the patients was 52±2,9 
years (33 women and 27 men). 
Group I included 52 healthy eyes of 26 subjects, between age 20 – 26 years; 13 
women, 13 men. 
Group II included 48 healthy eyes of 24 subjects, between age 26 – 47 years; 54% 
women and 46% men. Patients were randomly selected by screening and mandatory 
purpose is subjects have to be healthy without subjective or objective evidence of 
diseases. 
Group III included only 20 healthy eyes of 10 subjects, between age 50 – 65 
years; 5 women and 5 men. The limit numbers of subjects determined by difficulty to 
select patients without systemic diseases and without the presence of any corneal clinic 
including senile arcus, crocodile shagreen and different degrees of dry eye. 
To assess the cornea in subjects with diabetes the study subjects were divided 
into three groups. The first group are 60 patients without clinical or laboratory 
evidence of diabetes (33 women and 27 men with a mean age 52±2,9 years, between 
22 – 70 years old). The second group of patients with diabetes more than 5 years but 
without clinical evidence of diabetic retinopathy and neuropathy – 25 subjects (13 
women and 12 men with an average age 43.4±2.1 years between age 22 – 65). 
The third group – diabetic patients with diabetic retinopathy, 25 subjects (10 
women, 15 men; with an average age 57.9±2.6 years, between 32 – 70 years old). 
Results. Corneal in vivo confocal microscopy is developing technique, 
dedicated to evaluate the cornea at the cellular level in normal subject in different 
age. Qualitative analysis revealed a well delimited epithelial layer with the corneal 
surface epithelium, wings cells and the basal epithelium. Subbasal nerve plexus was 
seen like hyperreflective structures between basal epithelium and Bowman’s layer. 
Stroma is visualized like nuclear structures – keratocytes, which are of different 
density and shape in different layers. Endothelium looks like polygonal cells 
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forming mosaic. Quantitative analysis of the healthy cornea with LSCM, shows that 
the average number cells in the corneal surface epithelium was 2241±224 cells/mm
2
. 
In Group I included 52 healthy eyes of 26 subjects, between age 20 – 26 years the 
average density of cells was 2368±124 cells/mm
2
. In the second group subjects, 
between age age 26 – 47 years, the number of cells was 2221±124 cells/mm2, while 
the group of subjects aged 50 – 67 years the number of superficial cells was 
2132±324 cells/mm
2
. There were no statistically significant differences in the 
different age groups. Analysis of the basal epithelium found that the average number 
of cells – 6040±33 cells/mm2 at a depth of 50 μm in the central part of the cornea. In 
subjects aged between 20 – 26 years, mean density of surface cells was 6468±41 
cells/mm
2
. In the second group the number of cells are 6021±12 cells/mm
2
 while the 
third group of subjects aged 50 – 67 years the number of surface cells was 5632±32 
cells/mm
2
. There were no statistically significant differences in the different age 
groups. The analysis of a subbasal nerve plexus was done on basis of series of 
images with a confocal microscope of the central cornea in the same plane. 
Quantitative assessment of subbasal nerve plexus include: corneal nerve ﬁber 
density (NFD); nerve ﬁber length (NFL); and nerve branch density (NBD).  
Additional morphometric analysis was performed to detect gender differences. 
First group: 26 eye of female subjects with avarage age 20 – 26 years. 
Quantitative analysis of the basal epithelium showed 6567±12 cells/mm
2
. The average 
density of keratocytes in anterior stroma was 368±12 cells/mm
2
. The Density of 
keratocytes in the medium stroma was 357±12 cells/mm
2
. The number of keratocytes 
in the posterior stroma was 333±20 cells/mm
2
.  
Morphometric analysis showed no statistically significant differences in the 
number of cells in different layers between males and females. The number of cells in 
the basal epithelium was 6369±16 cells/mm
2
. The average density of keratinocytes in 
anterior stroma was 359±22 cells/mm
2
. Density of keratinocytes in the medium stroma 
was 334±32 cells/mm
2
. The number of keratinocytes in the posterior stroma was 
321±20 cells/mm
2
.  
Second group: 14 eyes of only female subjects with avarage age 26 – 47 years. 
Quantitative analysis of the basal epithelium was 6025±12 cell/mm
2
. The average density 
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of keratocytes in anterior stroma was 343±13 cells/mm
2
 density of keratocytes in the 
medium stroma 349±16 cells/mm
2
. The number of keratocytes in the posterior stroma was 
323±17 cells/mm
2
. The analysis showed no statistically significant differences in number 
of cells between males and females in this age group. The number of cells in the basal 
epithelium was 6010±05 cells mm
2
. The avarage density of keratocytes in the anterior 
stroma was 331±30 cells/mm
2
. Density of the keratocytes in the medium stroma was 
314±12 cells/mm
2
. The number of keratocytes in the posterior stroma was 321±24 
cells/mm
2
. The endothelium cell density was calculated to 2996±34 cells/mm
2
. In Group I 
the average density of cells was 3168±19 cells/mm
2
. In the second group subjects, 
between age age 26 – 47 years, the number of cells is 2978±22 cells/mm2, while the group 
of subjects aged 50 – 67 years the number of cells was 2873±32 cell/mm2. The avarage 
corneal theckness was 0.532±11 μm. There is no statistically significant difference 
between defferent groups. The average corneal theckness in female subjects is 0.536 μm 
which is with 0.004 μm more than the male corneal thickness. 
The quantitative analysis showed that the calculated density of the basal 
epithelial cells of the subjects with diabetis was 1968±114 cells/mm
2
. In Group I the 
average density of cells was 1918±104 cells/mm
2
. Detailed statistical analysis 
highlighted higher cell density at the level of the basal epithelium in advance stages of 
diabetis. 
Anterior stromal, mid stromal and posterior stromal keratocyte density and 
endothelial cell density declined in subject with diabetis.  
Conclusion. In vivo LSCM gives an unique view of the corneal structure. In vivo 
LSCM examination assures qualitative and quantitative analysis of the cornea.  
The current study established corneal changes in different ages and in subjects 
with diabetis. This approach assessed qualitative changes in cornea, which could be 
used as an analysis of moment status of the cornea. Calculated cell densities of 
different corneal layers could be used for comparative analysis between healthy and 
diabetic patients. 
Key words: cornea, laser scaning confocal microscopy in vivo, diabetis, 
diabetic neuropathy  
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ПРИЛОЖЕНИЯ 
 
 
Приложение 1. Информирано съгласие за конфокална микроскопия 
 
Информирано съгласие за конфокална микроскопия на роговица 
 
Пациент: ................................ пол: .......................................... 
Дата: ............................................................ 
Роговицата е прозрачна структура на окото, заемаща предните отдели на 
окото, и е основен пречупващ елемент. 
Конфокалната микроскопия е нов контактен и неинвазивен иновативен 
метод за анализ и оценка на тъкани, сравним с хистологичните методи за 
диагностика. 
Катедрата „Очни болести и зрителни науки“ разполага с единствения в 
България ин виво лазер сканиращ конфокален микроскоп (HRTII Rostock 
corneal module). Методиката е неинвазивна, контактна и позволява за 30 
секунди да се заснемат 300 последователни изображения, което дава 
възможност за детайлизиран микроструктурен анализ на роговицата във 
всичките к клетъчни слоеве, включително епителни клетки (повърхностни, в 
средните слоеве и базален епител), нервен плексус, стромата в различна 
дълбочина и типизация на различните видове кератоцити, Десцеметова 
мембрана, ендотелни клетки и клетки на имунната система, които са сравними 
с хистохимични техники. 
Изследването е с продължителност 7 – 10 мин. за око. 
Поставя се капкова анестезия и с контактен маншон, индивидуален за 
всеки пациент с цел протекция от инфекции, се прави поредица от снимки на 
роговицата или малометражен филм. 
Риск от усложнения: възпаления и повърхностно нараняване на предната 
очна повърхност – 1 – 2% са данните в световен мащаб. 
 
Лекар, дал указанията:  Подпис на пациента: 
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Приложение 2. Протокол за конфокална микроскопия 
                                                                  Протокол 
за конфокална микроскопия на роговица при пациенти, клинично здрави 
 
Години ...........   Пол .................    Дата ................ 
 
Диабет .... ДА/Не 
Ползване на контактни лещи .... ДА/НЕ 
Очна травма да/не ........................година 
Хирургично лечение на око (катаракта, отлепване на ретината) ... ДА/НЕ 
Лазерна корекция на рефракция .... ДА/НЕ 
Възпаления на увеята ....... години давност ................. честота на 
рецидиви.......... 
Хипертония ДА/не Години давност на болестта .............. 
Други 
заболявания...........................................................................................................
.............................................................................................................. 
 
VOD ........... VOS ............. 
TOD ........... TOS ............ 
Биомикроскопия ........ .....................................   
Тонометрия Перкинс ДО ............... Л 
О ............. 
Офталмоскопия  ДО ............... ЛО ............... 
Конфокална микроскопия .................................................................................. 
64 
 
 
Приложение 3. Протокол за оценка на диабет (невропатия, ретинопатия) 
Протокол 
Диабетната невропатия - корелация между неврологична и  
офталмологична находка 
 
Години ............................. Пол ................................... Дата ............................. 
Давност на диабет .......................................... Вид диабет ............................ 
Лечение таблетки/инсулин/таблетки и инсулин/ 
Усложнения от диабет – 
Невропатия ........ години ........ 
Субективно усещане за невропатия ....1....2.....3......4 
Обективни данни за невропатия 1.....2......3...... 
Нефропатия ........ години ......... 
Ретинопатия .............. години ........... Вид диабетна ретинопатия ........ 
Лазерно лечение на ДР .......... 
Хипертония ........... години давност на болестта ........ 
Други заболявания............................................................................................ 
............................................................................................................................ 
VOD .......... VOS ............. 
TOD ........... TOS ............. 
Сетивност ..1.....2....3....4 
ОСТ .......... 
Конфокална микроскопия ....... 
Други очни заболявания.................................................................... 
Други.............................................................................................................. 
………………………………………………………………………………………………………………….. 
 
 
